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Abstract 



The invention concerns a method of producing a cell population enriched with antigen-specific T-cetls, the use of this cell population in 
diagnosis and for producing a therapeutic agent, and a test kit for a method of detecting the antigen-specific reactivity of a T-cell 
population. 
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(S) Verfahren zum Nachweis antigenspezifischer T-Zellen nach Anreicherung von mononuklearen 
Zellpopulationen 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung ei- 
ner an antigenspezifischen T-Zellen angereicherten Zell- 
population, die Verwendung dieser Zellpopulation in der 
Diagnostik und zur Herstellung eines therapeutischen 
Mittels sowie einen Testkit fur ein Verfahren zum Nach- 
weis der antigenspezifischen Reaktivitat einerT-Zell popu- 
lation. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifftein Verfahren zur Hersiellung einer an antigenspezifischen T-Zellen angereicherten T-Zellpopu- 
lation, die Verwendung dieser T- Zellpopulation in der Diagnostic und zur Hersteliung eines therapeuuschen Mittels so- 
s wie einen Tesikit fiir ein Verfahren zum Nachweis der antigenspezifischen Aktivierung einer T-Zellpopulation. 

Das Inrniun system der Venebraten ist ein komplexes System, in dem eine Vielzahl von Molekulen und Zellen in fein- 
abgestimmten Reaktionen zusamnienwirken. Seine vorrangige Aufgabe ist es, den Organismus vor Mikroorganismen. 
wie Viren, Bakterien und anderen Parasiien zu schutzen. Dazu haben sich im Laufe der Entwicklung zwei unterschiedli- 
che Systeme herausgebildeL die sich in kommunizierender Weise zur Sicherstellung dieser Aufgabe erganzen. 
to Man unterscheidet das Erkennungssystem der humoralen Immunantwort, welches aus loslichen Proteinen, den Anti- 
korpern besteht, die in Plasmazellen hergestellt werden, und der zellularen Immunantwort, bei der Zellen, die fremde 
Strukturen an ihren Oberflachen aufweisen, von T-Lyrnphozyten erkannt und aus dem Organismus entfernt werden. Dar- 
iiber hinaus stimulieren die T-Lymphozyten die humorale Tmmunantwort, indem si e mil den B-Zellen, den Vorlaufem der 
Plasma-Zellen, wechselwirken. 
15 Bei diesen Vorgangen muB das Immunsystem eigene Strukturen, d. h. Zellen des eigenen Organismus von fremden 
Bestandteilen und Zellen, die dem Organismus schaden konnten, unterscheiden. Man bezeichnet die korpereigenen 
Strukturen auch als "Selbst" und fremde Strukturen als "Nicht-Selbst". 

Bei Storungen dieses "Selbsterkennungsmechanismus" kann es zu Erkrankungen, wie Allergien oder Autoimmun- 
krankheiten kommen. 

20 Ein Bei spiel fur eine Erkrankung, bei der ein Auloimmundefekt als Ursache vermutet wird, ist der insulinabhangige 
Diabetesmeliitus (IDDM). Hierbei kommt es zu einer T-Lymphozytenvermittelten Zerstorung der insulinproduzierenden 
beta-Zellen des Pankreas. Man nimmt an, daB eine Autoimmunity gegen Glutamatdecarboxylase (GAD) die T-Zellaot- 
wort fur andere beta-Zellantigene vermittelt. Das GAD-Antigen, welches in den beta-Zellen enthalten ist, fuhrt zu einer 
proliferauven T-Zellantwort mil einem gleichzeiugen Einsetzen einer Insubtis und im folgenden durch Zusammenwir- 

25 ken verschiedener Vorgange zur Zerstorung der beta-Zellen des Pankreas. 

Diese Erkenninisse weisen darauf hin, daB eine Anti-GAD-Immunantwort eine krilische Rolle beim Krankheilsbild 
des IDDM spiclt. Der Nachweis von autorcaktiven T-Zcllcn, die durch das GAD- Antigen stimulicrt werden konnen, 
stellt ein Verfahren zur Verfugung mil dessen Hilfe die Entstehung oder das Vorliegen von IDDM diagnosuziert werden 
kann. Durch in vitro Sumulierung der Proliferation oder der Expression von Aktivierungsmarkern oder der Cytokinfrei- 

30 setzung von peripheren Blutlymphozyten mil einem oder mehreren Autoanugenen in einer Blutprobe kann dieser Nach- 
weis durchgefiihrt werden. 

Ein Problem bei diesem Nachweisverfahren stellt die geringe Frequenz der autoantigenspezifischen T-Zellen im peri- 
pheren Blut dar, die mil einer Haufigkeit von nur 1 in 10 s bis 1 in 10^ der gesamten T-Zellen vorliegen. Zusatzlich kann 
ofunals eine Autostimulation, die als sogenannte "autologous mixed lymphocyte reaction" bezeichnet wird, zu einem ho- 
35 hen Hintergrundsignal ruhren, das die Nachweisempfindlichkeit und -zuverlassigkeit entscheidend beeintrachtigt. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb die Nachteile des Standes der Technik mindestens leil weise 
zu beseiugen und insbesondere die Empfindlichkeit und Zuverlassigkeit von T-Zellproliferauonstests zu erhohen. 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Hersteliung einer an antigenspezifischen T-Zellen ange- 
reicherten Zellpopulation gelost, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man aus einer mononuklearen Population von Zel- 
40 len durch spezifische Abreicherungsschritte naive T-Zellen und eine Subpopulation von B-, T- oder/und NK-Zellen, die 
eine unspezifische Aktivierung oder/und Proliferation bewirken, entfernt 

Uberraschenderweise wurde festgestellu daB durch Abreicherung von naiven T-Zellen und einer mononuklearen Sub- 
population von Lymphozyten, die eine unspezifische Aktivierung oder/und Proliferation von T-Zellen bewirkt und ins- 
besondere eine Subpopulation von B-, T- und NK- (natiirliche Killer) Zellen umfaBt, nicht nur die Frequenz der aniigen- 
45 spezifischen T-Zeilen erhoht, sondem auch die Autosumulauonsreaktion zumindest weitgehend verhindert werden kann. 
Im Gegensatz dazu wurde gefunden, daB eine Gewinnung von antigenspezifischen T-Zellen nicht durch gezielte "po- 
sitive" Anreicherungsschritte moglich war, da hierbei stets eine ganz erhebliche Zunahme der AutostimulatioD eintritl. 
Oberraschend und neu ist, daB lediglich die Abreicherung gemaB dem erfindungsgemaBen \ferfahren von naiven T-Zel- 
len und einer Subpopulation von B-, T- oder/und NK-Zellen zu der gewiinschten antigenspezifischen Zellpopulation 
50 fuhrt. 

Als besonders giinstig envies sich die Entfernung unerwunschter Zellen durch die erfindungsgemaBe Kombination 
von Abreicherungsschritien unter Verwendung von Bindemolekulen, z. B. Antikorpem, die spezifisch an charakteristi- 
sche Oberflachenstrukturen der unerwunschten Zellen binden konnen. Von groBem Vorteil ist dabei. daB unerwunschte 
Zellen mittels chromatographischer Trennverfahren entfernt werden konnen, wenn man auf einem Trager immobilisierte 

55 Bindemolekiile einsetzt, an die die erwunschten anugenspezifischen T-Zellen nicht gebunden werden. Auf diese Weise 
kommen die anugenspezifischen 1-Zellen nicht in Kontakt mil damit bindelahigen Molekulen, wodurch eine unspezifi- 
sche Autostimulation verhindert wird. 

Uberraschend war insbesondere, daB gerade die erfindungsgemaBe Kombination einer Abreicherung von naiven T- 
Zellen und einer Subpopulation von B-, T- oder/und NK-Zellen zu einem hohen Gradder Anreicherung von anUgenspe- 

60 zifischen T-Zellen fuhrre. ohne da6 gleich7£irig eine nachieilige Autostimulation eintrat. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen geeignete Oberflachendeterminanten der abzureichem- 
den Zellen besumnu werden und geeignete dagegen gerichtete Bindemolekule, z. B. Anukorper verwendet werden. Als 
Antikorper werden vorzugsweise monoklonale Antikorper oder Fragmente davon eingesetzt. Es konnen jedoch auch po- 
lyklonale Antiseren mil ausreichender Spezifitat verwendet werden. 

65 Vorzugsweise verwendet man zur Entfernung der naiven T-Zellen Antikorper gegen die Oberflachendeterminanten 
CD62L (Reinherz, E. L. ei al., 1982, J. Immunol. 184, 1508) oder/und CD45RA (Morimoto C. et al., 1985, J. Immunol. 
184, 1508). 

Zur Entfernung einer Subpopulation von B-, T- oder/und NK-Zellen werden vorzugsweise Antikorper gegen die Ober- 
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flachendeleniiiname CD39 verwendei (Kansas, G. S. el aL 1991, J. Immunol. 146, 2235). 

Das Verfahrcn der Erfindung kann so angepaBt werden, da8 jeweils gewiinschie Zellpopulaiionen als A usgangs mate- 
rial verwendet werden konnen. Ein bevorzugtes Ausgangsmaterial sind periphere Blutlymphozyien, besonders bevor- 
zugt sind periphere mononukleare Zellen, z. B. aus Blut. Durch das Verfahren wird vorzugsweise eine Zellpopulation, 
die mi; Memory-T-Zellen und in vivo praakiivierten T-Zellen angereichert ist, gewonnen. 5 

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung eine angereichene Zellpopulation, die erhalllich ist durch das oben 
dargestellte Verfahren. In einerbevorzugten Ausfiihrungsform. ist der Gehalt der Zellpopulation > 80% an Memory-T- 
Zellen und in vivo praaktivierten T-Zellen. Besonders bevorzugt ist der Gehalt > 90%. 

Der Gehalt an naiven T-Zellen sowie an der storenden Subpopulation von B-, T-, oder/und NK-Zellen wird durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren verringert. Vorzugsweise enthalt die Zellpoppulation einen Gehalt an naiven T-Zellen von 10 
< 10%. Der Gehalt der storenden Subpopulation von B-, T- oder/und NK-Zellen in der Zellpopulation betragt vorzugs- 
weise < 20% des Ausgangswerts. . 

In einem weiteren Aspeki berrifft die Erfindung die Verwendung der nach dem beschriehenen Verfahren erhaltlichen 
Zellpopulation in der Diagnostik, vorzugsweise in einem Verfahren zum Nachweis der T-Zellreaktion gegen ein spezifi- 
sches Antigen, bei dem es sich um ein Autoantigen, Tumorantigen oder/und Pathogen oder ein Fragment davon handeln 15 
kann. Besonders bevorzugt ist das Anugen ein Autoantigen oder ein Fragment davon, das zum Nachweis von Autoimm- 
unerkrankungen oder einer Pradisposition dafur eingesetzt werden kann. Ein Beispiel hierfur ist der Nachweis von 
IDDM, der iiber spezifische Autoantigene wie humane GAD (Baekkeskov S. et aL, 1987, J. Clin. Invest., 79, 926) oder 
LA- 2 (Pay ton, M. A., et al„ 1995, J. Clin. Invest,, 96, 1506) erfolgen kann. Am meisten bevorzugt ist humane GAD oder 
ein Fragment davon, z. B. ein Teilpeptid wie es in der deutschen Paten tanmeldung Nr. P 44 01 629.8 beschrieben ist. 20 

In einem weiteren Aspekt beirifft die Erfindung die Verwendung der Zellpopulaiion in einem Verfahren zur Konirolle 
eines Vakzinierungserfolges, z. B. bei der Vakzinierung gegen ein Pathogen, wie bei spiels weise Tetanus. 

In noch einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung der Zellpopulation in einem Verfahren zur Kon- 
trolle der Verringerung der antigenspezifischen T-Zellen. Allgemein kann ein solches Verfahren zum Therapiemonitoring 
eingesetzt werden. Insbesondere nach therapeuuschen MaBnahmen, wie beispielsweise einer Anergieinduktion oder De- 25 
pletion, t. B. durch Antikorper vennittelte Komplemenllyse, ist ein solches Kon troll verfahren einsetzbar. 

Das Anugen wird in dem Verfahren in cincr gccignctcn Form eingesetzt, vorzugsweise wird cs in cincr hochgercinig- 
ten Form verwendet. Das Antigen kann auch chemisch modifiziert werden, um eine erhohte Aufnahme in t die antigen- 
prasentierenden Zellen (dendritische Zellen, Makrophagen) zu erzielen. Besonders bevorzugt wird das Antigen glykosy- 
liert, z. B. mannosyliert, da hierdurch eine erhohte Aufnahme iiber den Mannose-Rezeptor, der vor allem auf dendriti- 30 
schen Zellen exprimiert wird, vermittelt wird (Sallusto, F. et ah, 1995, J. Exp. Med., 182, 389). Besonders bevorzugt wird 
das Antigen als Immunkomplex gebunden an einen Antikorper oder an ein Antikbrperfragrnent verwendet, da die Anti- 
genmenge auf diese Weise um einen Faktor von bis zu 10 verringert werden kann bzw. das Maximum der Aktivierung er- 
hoht werden kann. 

Der Antikorper kann jeder geeignete polyklonale oder monoklonale Antikorper sein. Es konnen aber auch Komplexe 35 
aus Antigen und Antikorperfragmenten verwendet werden. Vorzugsweise ist der Antikorper ein humaner Antikorper. 

Altemauv zur Verwendung von vorgefertigten Immunkomplexen konnen in dem beschriebenen Verfahren auch Hu- 
manseren verwendet werden, die bereits Antikorper enthalten, welche gegen das relevante Antigen gerichtet sind, wie 
z. B. Autoantikorperpositive Seren von Patienten mit Autoimmunerkrankungen oder Seren von Personen mit Antikor- 
pern gegen Pathogene. 40 

Die erfindungsgemaBe T- Zellpopulation kann auch zur Herstellung eines therapeuuschen Mittels eingesetzt werden, 
z. B. eines Mittels fur die Gentherapie. Hierzu wird die gewunschte T- Zellpopulation in praparauvem Mafistab gewon- 
nen und kann dann in vitro den im Rahnien von gentherapeutischen Verfahren ublichen Behandlungsschritten unterzo- 
gen werden. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung einen Teslkit fur ein Verfahren zum Nachweis der antigenspezifischen 45 
Reakuvitat von T-Zellen, umfassend ein Reagenz zur Entfernung von naiven T-Zellen, ein Reagenz zur Entfernung einer 
Subpopulation von B-, T- oder/und NK-Zellen, die eine unspezifische Aktivierung oder/und Proliferation bewirkt, und 
Reagenzien zur Durch fiihrung eines Assays zum Nachweis antigenspezifischer T-Zellen. 

Vorzugsweise enthalt der Testkit als Reagenz zur Entfernung von naiven T-Zellen Antikorper gegen CD45RA oder/ 
und L-Selektin (CD62L). Zur Entfernung der Subpopulation von B-, T- oder/ und NK-Zellen , die eine unspezifische Ak- 50 
tivierung oder/und Proliferation bewirken, enthalt der Testkit vorzugsweise als Reagenz Antikorper gegen CD39. Als 
Reagenzien fur einen T-Zellassay enthalt der Testkit jeweils die enlsprechenden Autoantigene, Tumor-antigene oder/und 
Pathogene bzw. Fragmente davon. Die Reagenzien liegen in einer geeigneten Form vor, beispielsweise als Losung, Sus- 
pension oder Lyophilisat und sie konnen durch geeignete Puffer oder Losungen rekonstituiert werden. 

Besonders bevorzugt enthalt der Testkit das humane Autoantigen GAD oder/und Fragmente davon. Am meisten be- 55 
vorzugt liegt das (JAD-Antigen im Kornplex mit einem Antikorper vor. 

Vorzugsweise ist der Antikorper ein humaner Antikorper gegen GAD. Beispiele fur geeignete Antikorper sind die 
MICA3- oder/und MICA4- Antikorper (Richter, W, et aL 1992, PNAS 89, 8467). 

In noch einem weiteren Aspekt betrifYi die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis von antigenspezifischen T-Zellen, 
insbesondere von autoantigenspezifi schen humanen T-Zellen, wobei man eine zu leslende Zellpopulation mit. einem 60 
Immunkomplex in Kontakt bringt, der das betreffende Antigen gebunden an einen dagegen gerichteten Antikorper, ins- 
besondere an einen humanen Antikorper umfaGt, und anschlieBend die antigenspezifische Reakti vital der T-Zellpopula- 
tion bestimmt. 

Zur Erlauterung der Erfindung dienen die folgenden Beispiele und Abbildung. Abb. 1 zeigt die Stimulation der T-Zel- 
linie 40/2#38 (ICL 40/2#38) durch freie bzw. durch mil MICA 4 komplexierte GAD. 65 
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Beispiele 
Beispiel 1 

5 Gewinnung von aktivierten bzw. Memory-T-Zellen durch positive Anreicherung 

1.1 Einleitung 

Zur Anreicherung aklivierter T-Zellen bzw. Memory-T-Zellen wurden periphere mononukleare Zellen (PBMNC) mit 
id verschiedenen monoklonalen Antikorpem markieri, die gegen Oberflachenantigene gerichtei waren, welche auf aktivier- 
len Lymphozyten bzw. Memory-T-Zellen exprimiert werden. Die markierten Zellen wurden in einem zweiten Schrilt mil 
niagnetisierbaren Microbeads markiert und uber einen Magneten von den nichl markierten Zellen abgetrennt. Die nicht 
zuruckgehaliene Zellfraktion (Negativfraktion) wurde aufgefangen. Nach dem Hntfemen des Magneten wurde auch die 
immobilisierte Fraktion durch Waschen der Saule gesamnielt (Positivfraktion). Um den Effekt der Zellanreicherung 
15 niessen zu konnen. wurde ein StimulaLionstest mit Tetanustoxoid (TT) als Antigen durchgefuhrt. 

1.2 Versuchsdurchfuhrung 

Die folgenden Anlikorper wurden evaluiert: 
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Monoklo- 
nale 
Antikor- 
per gegen 


Spezif itat 


Literatur/Herkunft 


5 


CD 25 


aktivierte Lympho - 
zyten 


Urdal, D. L. et al., 1984, PNAS, 
81, 6481 


10 




akt ivi^ffc^ Livrnnho - 
zyten und NK- Zellen ; 
zusatzlich expri- 
miert auf Makropha- 
gen und dendrit - 
Zellen 


Kansas, G- S. et al., 1991, J. 
Immunol., 146, 2235 


15 

20 


CD 45RO 


Protein Tyros in 
Phosphatase ; 
Isoform spezifisch 
fur Memory-T-Zellen 


Smith, S. H. et al, 1986; Immu- 
nol. 58, 63 


25 


CD 54 


ICAM- 1 ; exprimiert 
auf aktivierten Lym- 
phozyten 


Knapp, W. B. et al., eds . 1989. 
Leucocyte Typing IV: white cell- 
differentiation antigens. Oxford 
University Press, New York 


30 


CD 69 


aktivierte Lymphozy- 
ten und Mono zyten 


Fiebig, H. et al., 1989. Allerg. 
Imunol. 29, 3. 


35 


CD 71 


aktivierte Lympho zy- 
ten, Monozyten, Ma- 
krophagen 


Knapp, W. B. et al . ; eds '. 1989. 
Leucocyte typing IV: white cell 
differentiation antigens., Ox- 
ford University Press, New York. 


40 


CD 80 


B7; aktivierte Lymp- 
hozyten 


Valle, A. et al., 1990. Immunol. 
69, 531. 


45 


HLA-DR 


aktivierte Lympho zy- 
ten und Monozyten 


Lampson, L. , et al . , 1980. J. 
Immunol., 125, 293. 


50 


HLA-DQ 


aktivierte Lympho zy- 
ten und Monozyten 


Knapp, W. B. et al . , eds. 1989. 
Leucocyte typing IV: white cell 
differentiation antigens., Ox- 
ford University Press, New York. 


55 



Die mittels Ficollseparation gewonnenen PBMNC wurden in kaltem (4°C) \bllmedium auf eine Zellzahl von ca. 3 x 
Z/ml eingestelk. Rs erfolgte die Zugabe der monoklonalen Antikoper in einer Konzentration von 5-10ug/mL An- 60 
schlieBend wurde fiir ca. 30 Min. bei 4°C inkubien. Die PBMNC wurden dann zuerst in Medium (RPMI/10% Human- 
serum), dann in PBS/0,5% RSA gewaschen. Das Zellpellet wurde dann in Puffer resuspendiert (max. 10 Zellen in 80 ul). 
AnschlieBend wurden dialysierte und sterilfiltriene Microbeads (Miltenyi) zugegeben (20 ul auf 10 7 Zellen bzw. 80 ul 
Zellsuspension) und 15 Minuten bei 6 bis 12°C inkubien. Die Zellen wurden gewaschen und anschlieBend in gleichem 
(100 ul) Volumen Puffer wie zuvor resuspendiert. 65 

Nun wurde die Trennsaule in den Separator gehangt (bei negativer Selektion mit Flow-Resistor). Die Trennsaule 
wurde mil 500 pi Puffer vorgesptilt und die gut resuspendierte Zellsuspension auf die Saule aufgetragen und langsam 
durchlaufen gelassen. Dann wurde mit 500 ul Puffer nachgespiilt. Beide Frakuonen wurden zur Negativfraktion verei- 
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nigt. 

. Nun wurde der Flow-Resistor entfeml und die Saule zwei- bis dreimal mit jeweils 500 ul Puffer durchgespuli. Die 
Saule wurde anschlieBend aus dem Separator genommen, auf ein steriles 15 ml Zellkultur-Rdhrchen aufgesetzt und die 
markierte Zellfraktion mil 1 nil Puffer aus der Saule gedruckt. Dies ergab die Positivfraktion. 

s Positiv- und Negativfraktion wurden einnial mil Vollmediurn gewaschen, in Vollmedium resuspendiert und anschlie- 
Bend in 96-Well Rundbodenplatten in verschiedenen Zellkonzentrauonen verteilt. Falls sehr wenige (unler 20000 
PBMNC je Well) eingesetzt wurden, fugte man bestrahlte sogenannte Feederzellen zu. Dies waren PBMNC desselben 
Blutspenders, die mit 4000 rad bestrahk wurden, um die Proliferation dieser Feederzellen zu unterbinden. Es wurden 
meisiens Triplikate ohne Antigen (nur mit Medium) und mit Tetanustoxoid ('IT) als Stimulationsantigen angesetzt. An- 

to schlieBend wurde 5 Tage bei 37°CY7% CO? inkubiert. Dann erfolgte ein Puis mit 3 H-Thymidin fur 1 6 Siunden. Die Zel- 
len wurden anschlieBend uber einen Filter abgesaugt und die eingebaute Radioaktivitat mittels beta-Zahler direkt be- 
stimmt. Die Auswertung erfolgte durch Ermitllung des Stimulationsindex (SI), der sich wie folgt definiert: cpm (counts 
per minute) in Anwesenheit von TT/cpm mit Medium. 

Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen. In dieser Versuchsreihe wurden jeweils 10 000 PBMNC aus der 

15 Positivfraktion (P) oder der Negativfraktion (N) zusammen mit 100000 bestrahlten unseparierten Feederzellen in den 
Sumulationstests eingesetzt. 

Tabelle 1 

20 Ergebnisse mil Positivmarkern fur die Anreicherung von aktivierten bzw. Memory-T-Zellen 



Zellfraktion Mediumkontrolle Tetanustoxoid 



25 




EinzeJwene 




MW 


Abw. 
(%) 


Einzelwerte 




MW 


Abw. 
{%) 


SI 




Serie 1 
























30 


unsepar. PBLs 


437 


458 


366 


420 


9 


1180 


1895 


1494 


1523 


19 


3,6 


<CD25>P 
<CD25>N 


164 

230 


185 
148 


248 
211 


199 
196 


18 

18 


583 


1622 
344 


1510 
455 


1566 
461 


4 
21 


7,9 
2,3 


35 


<CD39>P 
<CD39>N 


225 
158 


344 
184 


295 
231 


288 
191 


17 
16 


330 
447 


133 
512 


458 
518 


307 
492 


44 

7 


1,1 
2,6 




<CD45RO> P 
<CD45RO> N 


270 
173 


464 
208 


261 
183 


332 
188 


28 
8 


1323 
283 


978 
426 


994 
416 


1098 
375 


14 
17 


3,3 
2,0 


40 


<CD54>P 
<CD54> N 

Serie 2 


245 
214 


189 
244 


191 
221 


208 
226 


12 
6 


886 
466 


1022 
565 


847 
348 


918 
460 


8 
19 


4,4 

2,0 




unsepar. PBL 


409 


256 


480 


382 


24 


2386 


2761 


2742 


2630 


7 


6,9 


45 


<CD69>P 
<CD71> P 
<CD80> P 


241 
343 
291 


525 
309 


440 
448 


241 
436 
349 


17 
20 


1431 
3865 
2759 


4175 
2524 


3634 
2898 


1431 
3891 
2727 


6 
6 


5,9 
8,9 
7,8 


50 


<HLA-DR> P 
<HLA-DQ> P 


707 
579 


577 
364 


515 
230 


600 
391 


13 
37 


1351 
2114 


2027 
1798 


1329 
1531 


1569 
1814 


21 
13 


2,6 
4,6 



Aus diesem Experiment ergeben sich die folgenden SchluBfolgerungen: Eine Positivselektion mit gegen CD25, CD71, 
CD54 oder CD80 gerichleten Antikorpem bringt eine Erhohung des Stimulationsindex gegen iiber unseparierten 
PBMNC. Eine relative Anreicherung der TT-reaktiven T-Zellen findet sich auch in der positiv selektionierten Fraktion 
55 mit den monoklonalen Antikorpem gegen CD4SR0 gegenuber der mit diesem Markern depleiierten Zeilpopulation. 

Eine deutliche Verringerung der Stimulationsfahigkeit gegenuber 'IT rindet sich in den Posiuvfraktionen, die uber 
Markierung mit ami-HLA-DR- und anti-HLA-DQ-Antikorpem gewonnen wurden. Ein Uberraschendes Ergebnis wurde 
bei dem Separationsexperiment mit anti-CD39- Antikorpem beobachtet. Nier ergab sich ein hoherer Stimulationsindex 
mil der Negativfraktion im Vergleich zur Positivfraktion. Dies warvor allem auch auf eine deutlich erniedrigte Spontan- 
60 proliferation mil der Medienkontrolle zuriickzuruhren. 

Beispiel 2 

Untersuchung der Modulation der Immunreakuon durch Anwesenheit von monoklonalen Anukorpem gegen IL-2 Re- 
65 zeptor (CD 25) 

Aus Beispiel 1 geht zunachst hervor, daB die Positivselektion mit anti-CD25-Antikorpem zur starksten Erhohung des 
Stimulationsindex im Vergleich zu den unseparierten PBMNC fuhrte. Um zu bestimmen,ob diese Stimulationserhohung 
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antigenspezifisch ist, wurde folgender Versuch durchgefuhrt: 

PBMNC wurden, wie uruer Beispiel 1 beschrieben, mil anti-CD25- Antikorpern markierL Die so mil monoklonalen An- 
tikorpern beladenen Zellen wurden nichi weiter separiert, sondem direkt in einen Proliferationsassay wie unter 1 be- 
schrieben, eingesetzi. Als Vergleich diente ein Konirollansatz mit gleichen Zellzahlen an nicht markierien PBMNC. 
Tabelle 2 zeigi das Ergebnis dieses Versuchs. 

Tabelle 2 



Modulation der Immunreaktion durch anti 1L-2 Rezeptor 



Kontrolle Tetanustoxoid 
unseparierte EmzDiwerte MW Abw. Bnzelwerte MW Abw. S! 

PBLsr 1%) [%] 

20.000/well 139 196 205 180 16,4 4046 3285 4041 3791 9,4 21,0 

mit<CD2S> 

markierte, unseparierte 
'PBLs: 

20.000/weH 182 253 213 219 11,5 8264 7529 8267 8020 4,3 38,6 

Es ist zu erkennen, daB durch den monoklonalen Antikorper gegen den IL-2 Rezeptor die in vitro Immunantwort ge- 
gen TT positiv moduliert wird. Die Steigerung der Stimulation nach Positivselektion der PBMNC mit dem ami-CD25- 
Antikorper geht deshalb wahrscheiniich nicht auf eine Anreicherung der relevanten T-Zellpopulation zuriick, sondem ist 
das Ergebnis einer Kosiimulalion uber den gegen den IL-2 Rezeptor gerichlelen Antikorper. Folglich konnte fur eine An- 
reicherung der relevanten T-Zcllsubpopulation nicht cine Positivselektion gcwahlt werden, da die an Zcllrczcpiorcn gc- 
bundenen Antikorper entweder eine Positivmodulation (z B. durch CD25) oder eine Negativmodulation (z.B. durch 
HLA-DR oder HLA-DQ) der T-Zellen in der nachfolgenden amigenspezifischen Stimulation bewirkten. 

Beispiel 3 

Stimulationsversuche mit PBMNC nach Entfemung von naiven t-Zellen bzw. Entfernung der CD39 positiven Zellpopu- 

lation 



Es wurde nun versuchu durch eine Negativselektion die gewunschte antigenspezifische T-Zellpopulauon anzurei- 
chem. Hierzu wurden naive und unreife T-Zellen uber die Marker CD4SRA (Morimoto C. et al, 1985. J. Immunol. 184, 
1508) und CD62L (Reinherz, E. L. et aL, 1982. J. Immunol. 128, 4639) entfernt. Weiterhin wurde fur die Negativselek- 
tion der bereits in Beispiel 1 identifizierte Marker CD39 eingesetzt, der eine mononukleare Subpopulation von B-, T- und 
NK-Zellen erkenni, die eine unspezifische Aktivierung bzw. Proliferation verursacht. 

Fur dieses Experiment wurden erstmals PBMNC von IDDM-Patienten verwendet. Es wurde als Modellantigen wei- 
terhin TT getestet, aber zusatzlich auch das EDDM-relevante Antigen GAD. 

Die uber Ficollseparation isolierten PBMNC wurden wie unter Beispiel 1 beschrieben mil anti -CD39- Antikorpern al- 
lein oder mit den Antikorper-Mischungen gegen CD39/CD62L bzw. CD39/CD45RA markiert. Die weitere Behandlung 
der Zellen verlief wie unter Beispiel 1 fiir die Negativseparation beschrieben. 

Tabelle 3 zeigt das Ergebnis dieser Versuchsreihe. 

Die Entfemung der CD39-Subpopulation alleine bewirkte in alien Fallen eine starke Abnahme der Proliferation mit 
der Medienkonirolle, bei den Pauenten 27 und 31 aber auch in Anwesenheit des Antigens TT. Mit GAD war weder mil 
unseparierten PBL noch mil anii-CD39-Antikorpem depletierten Zellen eine Proliferation zu beobachten. Wurde zusatz- 
lich mit anti-CD62L-Antikorpern depletiert, so war bei den Patienten 27 und 31 ein deutlicher Anstieg des Stimulauons- 
index gegenuber den beiden Anugenen GAD und TT zu beobachten. Als ideale Kombination fur eine Steigerung des Sti- 
mulationsindex insbesondere gegen das Auioantigen GAD erwies sich die Kombination der anti-CD39-/anti-CD45RA- 
Antikorper. Es konnte eine hochsignifikante Steigemng der in vitro Stimulation mit GAD und mit TT beobachtei werden. 

Somit wird mit der Kombination der anti-CD39-/anti-CD45RA- Antikorpern die relevante PBMNC-Population opti- 
mal angereichert. Eine mogliche Markerkombination bildet jedoch auch das Anukorperpaar anti-CD39-/anti-CD62L- 
Antikorper. 

Beispiel 4 

Tellseparation mit Proben von Kontrollpersonen und Patienten im Vergleich 



In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Frage geklarl, ob die Depletion der CD39- und CD4SRA-Subpopulation 
nicht den unerwunschten Etfekt hat, daB auch bei Normalpersonen eine Steigerung der in vitro Proliferauon gegen das 
Diabetes-re levante Autoantigen GAD erfolgt. Zu diesem Zweck wurde eine Serie von PBMNC verglichen. Da die Re- 
akiionsfahigkeit von T-Zellen auf bestimmte Aniigene stark vom FCLA-Typus der PBMNC-Spender abhangt, wurden nur 
solche Kontrollpersonen verwendet, die ebenfalls die fiir Typ I Diabeliker charakteristischen HLA-Klasse II Suszeptibi- 
litatsantigene experimeniienen. Die Einzelergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. 

Aus dieser Versuchsserie ergibt sich Folgendes: 
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1. Nach Depletion von CD39- unci CD4SRA-Subpopulationen steigi bei der uberwiegenden Mehrheii der Kontroll- 
personen der Sliinulationsindex gegenuber TT deutlich an. Dagegen sinkl bei der uberwiegenden Mehrheii der 
Kontrollpersonen der SI gegenuber dem Autoamigen GAD. 

2. Ini Gegensatz dazu wird bei den unlersuchlen IDDM-Pauenten nach Zelldepletion eine deutliche Sleigerung des 
5 SI gegen GAD beobachtel. 

3. Durch die Erniedrigung des SI gegenuber GAD bei der Konlrollgruppe und gleichzei tiger Erhohung des SI bei 
den Patienten resultiert ein hochsignifikanter Unterschied in derGAD-Reaktivitat dieser beiden Nfergleichsgruppen. 
Somit bietet sich diese Methode als verbessertes Nachweissystem zur Diagnose derT-Zell vermittelten Reakuvitat 
gegen das Autoantigen GAD an. 
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Tabelle 4 

Zellseparation mil PBMNC von Konirollpersonen (KP) und Patienten (Pal.) im Vergleich 



HLA- Kontr. 
DR MW 



Abw. GAD 
(%) MW 



Abw. 
(%) SI 



TT 
MW 



Abw. 
(%) SI 



ID 



15 



20 



KP3 lOOOOOZ/well 3/4 

PBLs 2096 28 

<CD39>/<CD45RA>N 97 19 

KP15 100 000 Z/well 4/4 

PBLs 340 28 

<CD39>/<CD45RA> N 828 2 1 

KP71 I50000Z/weII 3/4 

PBLs 2111 10 

<CD39>/<CD45RA>N 544 48 

KP103 lOOOOOZ/well 3/4 

PBLs 11606 - 34749 - 

<CD39>/<CD45RA>N 442 59 688 54 



4955 20 2,36 38997 
102 8 1,05 17623 



757 
1186 

4425 
939 



56 
18 

8 
23 



2,23 
1,43 

2,10 
1,73 



17515 
24251 

25599 
8006 



2,99 76907 
1,56 41185 



11 
16 

2 
4 



12 



87 



18,61 
182 

51,51 
29,29 

12,13 
14,72 

6,63 
93,18 



HLA- Kontr. Abw. GAD Abw. TT Abw. 

DR MW (%) MW (%) SI MW {%) SI 



30 Pat 23 150 000 Z/well 4/1 1 
PBLs 

<CD39>/<CD45RA> N 

Pat. 67 1 00 000 Z/well 4/7 
35 PBLs 

<CD39>/<CD45RA> N 

Pat. 72 150 000 Z/well 4/6 
PBLs 

40 <CD39>/<CD45RA>N 

Pat. 75 100 000 Z/well 3/7 
PBLs 

<CD39>/<CD45RA>N 

45 Pat 81 100 000 Z/well 4/4 
PBLs 

<CD39>/<CD45RA>N 



1259 27 895 
144 26 336 

6789 32 6528 



613 38 



3170 
1078 



982 



5585 12 9440 
2405 23 6203 



1989 
1044 



10167 - 6945 
296 36 1273 



18 0,71 19580 - 15,55 

27 2,33 7592 6 52,72 

30 0,96 39932 - 5,88 

72 1,80 29429 10 48,01 

13 1,69 34693 - 6,21 

29 2,58 36823 1 15,31 

0,63 14700 - 4,64 

0,97 - 

38 0,68 31537 - 3,10 

49 4,30 37181 10 125,61 
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Beispiel 5 

Sieigerung der in vitro Stimulation durch GAD nach Immunkomplexbildung mil MICA 4 

5.1 Einleitung 

GAD-spezihsche T-Zell-Linien konnen durch PBMNC von partiell HLA-identischen Spendem stirnuliert werden, 
wenn diese PBMNC mil 10 ug/mi GAD gepulsi worden sind. Durch Komplexierung der GAD durch GAD-spezifische 
humane monoklonale inselzellspezifische Antikorper (MICA) sollte die Immunogenic der GAD verstarkt werden. Es 
wurde erwartet. daS komplexierte GAD bereits in Konzentrationen unter lOug/ml stimulatorisch wirkt. 

Rs wurde die Proliferation der T-Zell-Linie 40/2#38 (TO. 40/2#38) in Anwesendheit verschiedener Konzenrrattonen 
an freier bzw. komplexierter GAD mileinander verglichen. Zur Komplexierung wurde der GAD-spezifische Antikorper 
MICA 4 verwendel (zur Nomenklatur und Charakteristik der Antikorper siehe Richter et al., 1992, PNAS, 89, 8467 so- 
wie Offenlegungsschrift DE 41 29 849 Al). Dieser erkenni ein Konformationsepitop in der Mi tie der GAD-Sequenz 
(Aminosauren 309-440). Die GAD-Konzentration wurde zwischen 0,1 und 6,3 ug/ml variiert. Zur Komplexierung 
wurde jeweils MICA 4 in achifachem molaren UberschuB zugegeben. Dieses VerhSltnis hatte in Vorversuchen zu einer 
optimalen Sieigerung der Stimulation gefuhn. Anstatt MICA 4 konnen auch andere, der unter Richter el al., (1992), 
PNAS, 89, 8467 beschriebenen inselzellspezifischen humanen monoklonalen Antikorper verwendet werden z B MICA 
3. 
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5.2 Versuchsdurchfuhrung 

Es wurde eine Mischung aus 12,5 ug/ml GAD und 118 ug/ml MICA 4 in RPMI/10% HS hergestellt. In dieser Mi- 
schung lag ein achlfacher molarer UberschuB an MICA gegeniiber GAD vor. Als Vergleichsansatz diente eine GAD-Ver- 
diinnung ohne Antikorper (CGAD ebenfalls 12,5 ug/ml). Die beiden Ansatze wurden 2 Siunden bei 37°C, 7% C0 2 in- 
kubiert und anschlieBend seriell verdiinnt. 

Von jeder Verdiinnungsstufe wurden Duplikate angesetzt, fur die 50 pi freie bzw. komplexierte GAD mit 50 ul 
PBMNC-Suspension (2 x 10 6 27ml) in den Wells einer 96-Well-Rundbodenplatte vereinigt wurden. Die GAD wurde da- 
bei urn den Faktor zwei verdiinnt. Es resultierte eine PBMNC-Konzentration von 100 000 Zellen/Well. Nach einem drei- 
stiindigen Anugenpuls bei 37°C 7% CO2 wurden die Zellen einer Sirahlung von 40 Gy ausgesetzi. Pro Well wurden 
schlieBlich 50 pi T-Zell-Suspension (1,6 x 10 5 Z/ml) zugegeben, was in einer T-Zeli-Konzentration von 8000 Zellen/ 
Well resultierte. 

Die Zellen wurden nach 48-stundiger Inkubation bei 37°t\ 7% CQh mil 1 uCi [ 3 H]-Thymidin pro Well gepulst und 
nach weiteren 16 Stunden Inkubation uber einen Filter abgesaugt. Die eingebauie Radioakti vital wurde mittels beta-Zah- 
ler direkl bestimmt. Sie wird als MaB fur die Stimulation verwendet. 

5.3 Ergebnis 

Die ftir freie bzw. komplexierte GAD errnitlelten Titrationskurven sind in Abb. 1 dargestellt. Wahrend freie GAD in 
einer Konzentration von 0,4 ug/ml nicht stimulierend wirkt, kann in Gegenwart von 0,4 pg/ml komplexierter GAD schon 
eine betrachtliche Stimulation beobachtet werden. Auch bei den hoheren getesleten GAD-Konzentrationen bewirkt die 
komplexierte GAD eine deutlich starkere Stimulation als die freie GAD. 

Urn eine Stimulation der Starke zu erreichen, die in Gegenwart von 6,3 oder 3 J pg/ml freier GAD erreicht wird, reicht 
eine jeweils zehnmal geringere Konzentration an komplexierter GAD aus. 

Durch Komplexierung mit MICA 4 wird also die zur Stimulation benotigte GAD-Konzentration verringert. Bei einer 
gegebenen Konzentration bewirkt komplexierte GAD eine sliirkere Stimulation als freie GAD. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung einer an antigenspezifischen T-Zellen angereicherten Zellpopulation, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man aus einer mononuklearen Population von Zellen durch spezifische Abreicherungsschritte 

a) naive T-ZeLlen und 

b) eine Subpopulation von B-, T- oder/ und NK-Zellen, die eine unspezifische Aktivierung oder/und Prolife- 
ration bewirken, entfernt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Entfernung der naiven T-Zellen Antikorper 
gegen CD4SRA oder/und CD62L verwendet. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Entfernung der Subpopula- 
tion von B-. T- oder/und NK-Zellen Antikorper gegen CD39 verwendet. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Zellpopulation herstellt, die 
an Memory-T-Zellen und in vivo praaktivierten T-Zellen angereichert ist. 

5. Angereicherte Zellpopulation erhaltlich durch das verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4. 

6. Zellpopulation nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen Gehah > 80% an Memory-T-Zellen 
und in vivo praaktivienen T-Zellen enthiilt. 

7. Zellpopulation nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen Gehalt < 10% an naiven T-Zel- 
len en thai t. 

8. Verwendung der Zellpopulation gemaB einem der Anspriiche 5 bis 7 in der Diagnoslik. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 in einem Verfahren zum Nachweis der T-Zellreaktion gegen ein spezifisches An- 
ugen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB das spezifische Antigen ein Autoantigen, Tumo- 
randgen oder/und Pathogen ist. 

11. Verwendung nach Anspruch 9 zum Nachweis von Diabetes, dadurch gekennzeichnet. daB das Antigen ein Au- 
toaniigen ist, welches humane GAD oder Fragmenie davon umfaBt. 

12. Verwendung der Zellpopulation gemaB einem der Anspriiche 5 bis 7 in einem Verfahren zur Kontrolle eines 
Vakzinierungserfolges. 

13. Verwendung der Zellpopulation gemaB einem der Anspriiche 5 bis 7 in einem Verfahren zur Kontrolle der Ver- 
ringerung der antigenspezirischen T-Zellen. 

14. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Antigen ein Tetanustoxoid ist. 

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB man das Antigen als Immun- 
komplex gebunden an einen Antikorper einsetzt. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper ein humaner Antikorper ist. 

17. Verwendung der Zellpopulation gemaB einem der Anspruche 5 bis 7 zur Herstellung eines therapeutischen Mit- 
tels. 

18. Testkit ftir ein Verfahren zum Nachweis der anugenspezifischen Reakti vital von T-Zellen, umfassend 

a) ein Reagenz zur Entfernung von naiven T-Zellen, 

b) ein Reagenz zur Entfernung einer Subpopulation von T- oder/und NK-Zellen, die eine unspezifische 
Aktivierung oder/und Proliferation bewirkt, und 

c) Reagenzien zur Durchfuhrung eines Assays zum Nachweis antigenspezifischer T-Zellen. 

19. Testkit nach Anspruch 18 dadurch gekennzeichnet, daB das Reagenz zur Entfernung von naiven T-Zellen Anti- 
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korper gegen CD4SRA oder/und CD62L umfafit. 

20. Teslkit nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichneu daB das Reagenz zur Entfernung einer Subpopula- 
lion von B-, T- oder/und NK-Zellen Antikorper gegen CD39 umfaBt. 

21. Testkit nach einem der Anspruche 18 bis 20, dadurch gekennzeichneu daB er Autoantigene, Turnoramigene, 
5 oder/und Pathogene umfaBt. 

22. Testkit nach einem der Anspruche 18 bis 21. dadurch gekennzeichneu daB er humane GAD oder/und Frag- 
mente davon umfaBt. 

23. Testkit nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB das GAD-Antigen im Komplex mi it einem Antikorper 
vorliegt. 

'to 24. Testkit nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichneu dafi der Antikorper ein humaner Antikorper gegen GAD 

ist. 
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